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(57) Abstract: The invention relates to an agent for influencing angiogenesis, i.e. the new formation of blood vessels. The applica- 
tion areas for this agent are the medical field and the pharmaceutical industry. The aim of the invention is to discover new agents for 
influencing angiogenesis and to provide corresponding substances that can be used in the medical field to produce said agents. The 
inventive agent is characterised in that it influences angiogenesis, i.e. promotes or inhibits the latter. The promotion of angiogenesis 
is achieved, for example, by increasing the synthesis of the Bl receptor (transcription -mediated amplification, e.g. by cytokines), or 
by increasing its activity (agonistic substances). The inhibition of angiogenesis is achieved, for example, by antagonists of the kinin 
Bl receptor, such as des-Arg 9 -Leu 8 -bradykinin (DALBK) or non-peptide substances and by inhibiting the synthesis of the protein, 
e.g. using glucucorticoids. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Mittel zur Beeinflussung der Angiogenese, also der Neubildung von Blutgefa- 
Ben. Anwendungsgebiete dieses Mittels sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie. Die Erfindung hat das Ziel, neue Mittel 
zur Beeinflussung der Angiogenese aufzufinden. Ihr liegt die Aufgabe zugrunde, entsprechende medizinisch einsetzbare Substanzen 
zur Herstellung dieser Mittel bereitzustellen. Das erfinderische Mittel ist dadurch gekennzeichnet, daB es die Angiogenese beein- 
fluBt, das heiBt diese fordert oder hemmt. Die Forderung der Angiogenese wird beispielsweise durch Erhogung der Synthese des 
Bl-Rezeptors (Transkriptionsverstarkung, z.B., durch Cytokine) oder durch Verstarkung seiner Aktivitat (Agonistische Substanzen) 
erreicht. Hemmung der Angiogenese wird beispielsweise durch Antagonisten des Kinin Bl Rezeptors, wie des-Arg 9 -Leu 8 -Brady- 
kinin (DALBK) oder nicht-peptidische Substanzen, sowie durch Hemmung der Synthese des Proteins, z.B. mit Glukukortikoiden, 
erreicht. 
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Die Erfindung betrifft ein Mittel zur Beeinflussung der Angiogenese, also der Neubildung 
von BlutgefaBen. Anwendungsgebiete dieses Mittels sind die Medizin und die 
pharmazeutische Industrie. 

Angiogenese ist ein Vorgang, der in Geweben mit ungeniigender Sauerstoffversorgung 
(Ischamie) induziert wird. Bei ischamischen Erkrankungen, wie dem Herzinfarkt, ist 
Angiogenese fur eine Heilung unabdingbar. Angiogenese ist aber auch entscheidend fur das 
Wachstum von Tumoren, da diese ohne ausreichende Blutversorgung nicht wachsen konnen. 
Dariiber hinaus spielt eine zu starke GefaBneubildung auch eine entscheidende Rolle in der 
Pathogenese von Augenerkrankungen, wie der Makuladegeneration und der diabetischen 
Retinopathie. 

Kinine entstehen durch die enzymatische Wirkung von Kallikreinen auf deren Substrate die 
Kininogene, wobei zunachst Agonisten, wie Bradykinin, Kallidin und T-Kinine, nur fur den 
einen der beiden Kininrezeptoren, den B2-Rezeptor,gebildet werden. Nach einem weiteren 
enzymatischen Abbau der C-terminalen Aminosaure durch Kininase I (Carboxypeptidase) 

entstehen Agonisten ftir den zweiten Rezeptor, Bl, wie des-Arg^-Bradykinin und des-ArglO- 
Kallidin. 

Da die Synthese des Bl Rezeptors nur in entzundetem oder ischamischem Gewebe durch 
Cytokine induziert wird (Abb. 1), werden die Hauptwirkungen der Kinine in Normalgewebe 
iiber den B2-Rezeptor und in Entziindungsregionen tiber den Bl -Rezeptor vermittelt und 
betreffen, neben der Blutdruckregulation, die Steuerung lokaler Entztindungsprozesse 
(Ubersicht in Regoli & Barabe, Pharmacol Rev. 1980;32:1-46; Marceau et al, Pharmacol 
Rev, 1998;50:357-386). 

Aufgrund der hohen Konzentration und der ubiquitaren Verteilung von Kininasen, wie dem 
Angiotensin-Konversionsenzym und der Neutralen Endopeptidase, ist die Wirkung von 
gebildeten Kininen im Organismus nur von kurzer Dauer. Die Halbwertszeit von Bradykinin 
im Plasma liegt unter 30 sek 5 so da!3 man davon ausgehen kann 9 daB im Plasma generierte 
Kinine nicht von groBer physiologischer Bedeutung sind, daB also stattdessen lokal im 
Gewebe produzierte Peptide die entscheidenden Mediatoren darstellen. Da Bradykinin auch 
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sehr schnell in des-Arg9-Bradykinin umgebaut wird 5 konnen beide Kinin-Rezeptoren in 
dessen physiologische Wirkungen involviert sein. Erst seit wenigen Jahren ist es durch die 
Entwicklung spezifischer Antagonisten und die selektive Ausschaltung der beiden Rezeptoren 
in Mausen durch Knockout-Technologie (Borkowski et al, J Biol Chem. 1995;270:13706- 
137710; Pesquero et al Proc Natl Acad Sci USA 2000;97:8140-8145) moglich geworden, 
den fur eine bestimmte Kininwirkung verantwortlichen Rezeptorsubtyp und damit auch den 
jeweiligen Agonisten zu ermitteln. 

Die Erflndung hat das Ziel, neue Mittel zur Beeinflussung der Angiogenese aufzufinden. Ihr 
liegt die Aufgabe zugrunde, entsprechende medizinisch einsetzbare Substanzen zur 
Herstellung dieser Mittel bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird mit den in den Anspriichen dargestellten MaBnahmen gel6st. 

Ausschlaggebend fur die Erfindung ist die ixberrasehende Entdeckung, daB der Kinin Bl 
Rezeptor die Angiogenese beeinfluBt. Aus dieser Entdeckung leitet sich die Moglichkeit ab ? 
Substanzen bereitzustellen, die auf die Angiogenese entweder antagonistisch, also hemmend, 
oder agonistisch -fordernd - wirken. Die Forderung der Angiogenese wird erfindungsgemaB 
durch Erhohung der Synthese (Transkriptionsverstarkung, z.B. durch Cytokine) oder der 
Aktivitat des Bl-Rezeptors (Agonistische Substanzen) erreicht Damit konnen ischamische 
Erkrankungen an den Extremitaten sowie Herzinfarkte erfolgreicher behandelt werden. Die 
Hemmung der Angiogenese ist von Bedeutung bei der Tumortherapie und bei bestimmten 
Augenerkrankungen. Sie wird erfindungsgemaB durch Antagonisten des Kinin B 1 Rezeptors, 
wie des-Arg 9 -Leu 8 -Bradykinin (DALBK) oder nicht-peptidische Substanzen, sowie durch 
Hemmung der Synthese des Proteins, z.B. mit Glukukortikoiden, erreicht. 
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Die Erfindung soli nachfolgend durch Ausfuhrungsbeispiele naher erlautert werden: 



1. Expression des Kinin Bl Rezeptors in ischamischem Gewebe (Abb. 1) 

2. Knockout-Mause (B1KO), denen der Kinin Bl-Rezeptor fehlt, zeigen im Gegensatz zu 
Kontrollmausen (J129) praktisch keine Reperfiision (Abb. 2) und keine 
Kapillarneubildung (Abb. 3) in operativ ischamisch gemachten Hinterbeinmuskeln. 

3. Auslosung des unter 2) beschriebenen Effektes durch die chronische Behandlung von 
Mausen mit Bl-Antagonisten (Abb. 4 und 5). 
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Legenden: 
Abb. 1 

Der Bradykinin Bl Rezeptor (Bl) ist im ischamischen Adduktormuskel 1,2 und 3 Tage (d) 

tiach Induktion der Ischamie induziert. Die Hohe der mRNA-Expression im 

normaldurchbluteten kontralateralen Muskel (C) ist als Referenz dargestellt 

(Die unilaterale Ischamie des Hinterbeins wurde durch Entfernen der linken Femuralarterie 

induziert.) 

Abb. 2 

Die Wiederherstelhmg der post-ischamischen Perfusion ist in Bl Knockout-Mausen (Bl KO) 
im Vergleich zu ihren Wildtypkontrollen - J129 Mausen- stark beeintrachtigt. 
Die Wiederherstellung des Blutflusses ist als Unterschied im Flufl zwischen den ischamischen 
Beinen und den kontralateralen Beinen dargestellt. Der BlutfluB wurde tiber Doppler- 
FluBmessung (Lisca Color Doppler) gemessen. Die Versuche wurden 14 Tage nach der 
Induktion der Ischamie aus ethischen Griinden beendet. Tatsachlich hatten zu diesem 
Zeitpunkt 14 der 15 Bl KO-Mause eine spontane Amputation ihrer ischamischen Beine. 

Abb. 3 

Bl KO Mause zeigen keine spontane angiogenetische Reaktion auf die Induktion der 
Ischamie des Hinterbeins. Diese natiirliche Reaktion ist bei den J129 Wildtypkontrollen 
vorhanden. 

Die Kapillarendichte wird entweder als Anzahl der Kapillaren pro mm 2 Adduktormuskel 
(Abb. 3A) oder als Anzahl der Kapillaren pro Myofibrille im Adduktor angegeben (Abb. 3B). 

Abb. 4 

Die Wiederherstellung der post-ischamischen Perfusion ist in Swiss-Mausen, die chronisch 
mit einem Bl Antagonisten (DALBK, n=5 Mause) behandelt wurden, im Vergleich zu 
Mausen, denen ein Placebo verabreicht wurde (n=6), beeintrachtigt. 

Abb. 5 

Die spontane angiogenetische Reaktion auf Ischamie des Hinterbeins wird durch Bl Rezeptor 
Antagonismus (DALBK) in Swiss-Mausen vermindert. 
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Patentanspruche: 



1. Mittel zur Beeinflussung der Angiogenese, dadurch gekennzeichnet, daB es den Kinin Bl 
Rezeptor beeinflufit. 

2. Mittdl nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Synthese des Kinin Bl 
Rezeptors und damit die Angiogenese hemmt. 

3. Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB es Glukokortikoide enthalt. 

4. Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB es lokal appliziert wird. 

5. Mittel nach Anspruch 2 5 dadurch gekennzeichnet, daB es bei der Behandlung solider 
Tumore eingesetzt wird. 

6. Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB es bei der Behandlung von 
Erkrankungen mit pathologisch verstarkter GefaBneubildung eingesetzt wird. 

7. Mittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es bei der Behandlung von 
Augenerkrankungen mit verstarkter GefaBneubildung, wie Makuladegeneration und 
Diabetischer Retinopathie eingesetzt wird. 

8. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Aktivitat des Kinin Bl 
Rezeptors und damit die Angiogenese hemmt. 

9. Mittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es Antagonisten, wie Des-Arg9- 
Leu 8 -Bradykinin (DALBK), enthalt. 

10. Mittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es lokal appliziert wird. 

11. Mittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB es bei der Behandlung solider 
Tumore eingesetzt wird. 
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12. Mittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi es bei der Behandlung von 
Erkrankungen mit pathologisch verstarkter Gefafineubildung eingesetzt wird. 

13. Mittel nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB es bei der Behandlung von 
Augenerkrankungen mit verstarkter Gefafineubildung, wie Makuladegeneration und 
Diabetischer Retinopathie eingesetzt wird. 

14. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Bildung der natiirlichen 

Agonisten des Kinin Bl Rezeptors, wie des-Arg9-Bradykinin, und des-Arg^-Kallidin und 
dadurch die Angiogenese hemmt. 

15. Mittel nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Hemmstoff fur 
Kallikreine (Aprotinin) oder Carboxypeptidasen (MERGETPA) enthalt. 

16. Mittel nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es lokal appliziert wird. 

17. Mittel nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es bei der Behandlung solider 
Tumore eingesetzt wird. 

18. Mittel nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es bei der Behandlung von 
Erkrankungen mit pathologisch verstarkter Gefafineubildung eingesetzt wird. 

19. Mittel nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB es bei der Behandlung von 
Augenerkrankungen mit verstarkter Gefafineubildung, wie Makuladegeneration und 
Diabetischer Retinopathie eingesetzt wird. 

20. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Synthese des Kinin Bl 
Rezeptors und damit die Angiogenese stimuliert. 

21. Mittel nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafi es Cytokine, wie Interleukinlp, 
enthalt. 
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22. Mittel nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB es lokal appliziert wird. 



23. Mittel nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB es bei ischamischen Erkrankungen 
eingesetzt wird. 

24. Mittel nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daB es bei ischamischen Erkrankungen 
des Herzen, wie Herzinfarkt, eingesetzt wird. 

25. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Aktivitat des Kinin Bl 
Rezeptors und damit die Angiogenese stimuliert. 

26. Mittel nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dafi es Agonisten fur den Kinin Bl 
Rezeptor, wie des-Arg 9 -Bradykinin, und des-Arg 9 -Kallidin, enthalt. 

27. Mittel nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB es die naturlichen Agonisten des 
Kinin B 1 Rezeptors, wie des-Arg 9 -Bradykinin, und des-Arg 9 -Kallidin stabilisiert. 

28. Mittel nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Kininaseinhibitor, wie 
einen Angiotensin-Konversionsenzyinhemmer (wie Captopril), einen Hemmstoff fur die 
Neutrale Endopeptidase (wie Thiorphan) oder ein Praparat mit Kombinationswirkung (wie 
Omapatrilat), enthalt. 

29. Mittel nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB es lokal appliziert wird. 

30. Mittel nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB es bei ischamischen Erkrankungen 
eingesetzt wird. 

31. Mittel nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB es bei ischamischen Erkrankungen 
des Herzen, wie Herzinfarkt, eingesetzt wird. 
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acting as an International Preliminary Examining Authority, is normally not to carry out a 
preliminary examination of subject matter, for which no search has been conducted. This is 
also the case, irrespective of whether the claims are amended following receipt of the 
international search report (PCT Article 19) or during any PCT Chapter II procedure whereby 
the applicant submits new patent claims. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 A61K38/55 A61K38/20 A61K31/40 A61K31/56 



Nachder Internationalen Patentklassifikation (IPK) odernach der nationalen Klassifikation und derlPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil, verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , MP I Data, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE 
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Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 
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US 5 096 892 A (FOLKMAN MOSES 0 ET AL) 
17. Marz 1992 (1992-03-17) 
Zusammenfassung 

EP 0 114 589 A (HARVARD COLLEGE) 
1. August 1984 (1984-08-01) 
AnsprQche 1,7 

M.0.KAMINISKI ET AL.: "Protease-medi ated 
enhancement of lymphocyte-induced 
anglogenesls in X-ray irradiated mice" 
INTERNATIONAL JOURNAL OF RADIATION 
BIOLOGY, 

Bd. 43, Nr. 2, 1983, Seiten 149-156, 

XP001027620 

Zusammenfassung 
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1-7 



1-7 



1-7, 
14-19 



V Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
" entnehmen 



El 
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0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

■E' alteres Dokument, dasjedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu tassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
sol! oder die aus einem and&ren besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

■O* Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



■T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden 1st und mit der 
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Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 
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Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
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INHIBITS THE ANGIOGENIC EFFECT OF 

BRADYKININ AND INTERLEUKIN-1 IN RATS" 

BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, 

BASINGSTOKE, HANTS, GB, 

Bd. 109, Nr. 1, 1. Mai 1993 (1993-05-01), 

Seiten 14-17, XP000612729 

ISSN: 0007-1188 

Seite 15, rechte Spalte 

Seite 17 

R. CHAHINE ET AL.: "Protective effects of 

bradykinin on the ischaemic heart: 

implication of the Bl receptor" 

BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, 

Bd. 108, Nr. 2, 1993, Seiten 318-322, 

XP001027606 

Zusammenfassung 

EP 0 569 042 A (0TSUKA PHARMA CO LTD) 
10. November 1993 (1993-11-10) 
das ganze Dokument 

WO 99 22760 A (UNIV PENNSYLVANIA ;WISTAR 
INST (US); LEE WILLIAM M F (US); COUGHLI) 
14. Mai 1999 (1999-05-14) 
Anspruch 7 

EP 0 366 033 A (SQUIBB & SONS INC) 
2. Mai 1990 (1990-05-02) 
Anspruch 7 

EP 0 498 361 A (SCHERING CORP) 
12. August 1992 (1992-08-12) 
das ganze Dokument 



14-19 



8-13, 

25-27, 

29-31 



8-13,25, 
26,29-31 
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Fortsetzung von Feld 1.2 



Die geltenden Patentanspruche 1,2,4-8,10-14,16-20,22-25,27-31 beziehen 
sich aiif ein Produkt, jewel Is charakterisiert durch eine erstrebenswerte 
Elgenheit Oder Eigenschaft, namlich die Beeinf lussung des Kinin Bl 
Rezeptors. 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Produkte, die diese Eigenheit 
oder Eigenschaft aufweisen, wohingegen die Patentanmeldung Stutze durch 
die Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT nur fur eine begrenzte Zahl 
sol cher Produkte etc. liefert. Im vorliegenden Fall fehlen den 
Patentanspruchen die entsprechende Stutze bzw. der Patentanmeldung die 
notige Offenbarung in einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche 
fiber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich erscheint. 
Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in Art. 6 PCT 
geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, das Produkt uber das 
jeweils erstrebte Ergebnis zu definieren. Auch dieser Mangel an Klarheit 
1st dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche uber den gesamten 
erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. Daher wurde die Recherche auf 
die Teile der Patentanspruche gerichtet, welche im o.a. Sinne als klar, 
gestutzt oder offenbart erscheinen, namlich die Teile betreffend die 
Produkte, die Glukokortikoide oder den Antagonisten DALBK oder Aprotinin 
oder MERGETPA oder Cytokine, wie Interleukinlbeta, oder Agonisten fur den 
Kinin Bl Rezeptor, wie des-Arg9-Bradykinin, und des-Arg9-Kal 1 idin, oder 
Captopril oder Thiorphan oder Omapatrilat enthalten. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prfifung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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